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ЗОММАКУ 
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ЗАМОРАЖИВАНИЕ ЭМБРИОНОВ КРУПНОГО 
РОГАТОГО СКОТА ПОЛУЧЕННЫХ 1Х УТКО 


Экстракорпоральное получение заро- 
дышей крупного рогатого скота является 
хорошо отработанной и рутинной техно- 
логией, широкое распространение и ком- 
мерческое использование которой во мно- 
гом зависело от отработки методов замо- 
раживания. Если кратковременное хра- 
нение при плюсовых температурах толь- 
ко расширяет возможности манипуляций 
с эмбрионами, то длительное хранение в 
замороженном состоянии открывает воз- 
можность их транспортировки в любую 
точку земного шара, исключает необходи- 
мость содержания дополнительного коли- 
чества реципиентов и позволяет создавать 
банк генетического материала высокоцен- 
ных животных и исчезающих пород круп- 
ного рогатого скота. 

В настоящее время в мире получено 
многотысячное поголовье здоровых и пол- 
ноценных телят полученных после пере- 
садки заморожено-оттаянных эмбрионов 


развившихся ш уго. Однако хорошо извес- 
тен и тот факт, что чувствительность дан- 
ных эмбрионов к процедуре охлаждения 
выше, а норма результативных пересадок 
ниже (в среднем на 10-15%), чем у ш \уо 
аналогов. Существует достаточное коли- 
чество литературы показывающей о нали- 
чии морфологических [1], ультраструктур- 
ных [2], метаболических [3] и биохимичес- 
ких [4] различий между этими двумя вида- 
ми эмбрионов. Например, определено, что 
в заморожено-оттаянных эмбрионах круп- 
ного рогатого скота, полученных в резуль- 
тате комплексной процедуры 1 УЙго, отме- 
чается пониженная метаболическая актив- 
ность эмбриональных клеток, уменьшение 
диаметра внутриклеточной массы и уровня 
компактизации [5, 6, 7]. Особенностью та- 
ких эмбрионов является и то, что на стадии 
морулы они проявляют повышенную чувс- 
твительность к замораживанию, приводя- 
щей к снижению выживаемости после про- 
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цедуру оттаивания [3]. В120$ с соавторами в 
2002 году исследовали влияние созревания, 
оплодотворения ооцитов ш уйЙго и дальней- 
шего культивирования эмбрионов ш уйго 
или ш мо на пропорцию яйцеклеток до- 
стигших стадии бластоцисты и их выжива- 
емость после хранения в жидком азоте. Эм- 
брионы, культивированные в организме, 
обнаруживали достоверно большую нор- 
му выживаемости, чем полученные ш уйто. 
Авторы заключили, что качество ооцитов 
является главным фактором, влияющим на 
устойчивость полученных из них эмбрио- 
нов к замораживанию [10]. 

На успех замораживания полученных 
ш Уго эмбрионов коров в значительной 
степени влияют условия их культивиро- 
вания. Норма выживаемости заморожено- 
оттаянных эмбрионов полученных ш уйго 
в случае культивирования в среде СКВ] бы- 
ла выше, чем среде ЗОЕ [1]. Показано так- 
же, что добавление жирных кислот к среде 
СВ! содержащей 5% сыворотки повышает 
выживаемость полученных ш уЙго бласто- 
цист [11]. Бластоцисты полученные в мо- 
дифицированной среде $ОЕ имеют более 
низкую норму выживаемости, чем развив- 
шиеся в сокультуре с клетками Уето [10]. 

Действие культуральных условий 
проявляется в первую очередь в коли- 
честве липидных гранул содержащихся 
в цитоплазме эмбрионов. Так, например, 
исключение липидов сыворотки вследс- 
твие замены последней на В$ЗА способс- 
твует смягчению процедуры заморажи- 
вания-оттаивания [12]. 

В качестве криопротекторов для замо- 
раживания эмбрионов полученных ш уйго 
в основном используют глицирин (10%) и 
этиленгликоль (1,5-1,8 М). Окончательно- 
го мнения о том, какой из указанных ве- 
ществ лучше нет. В значительной степе- 
ни использование того или иного криопро- 
тектора определяется культуральной сис- 
темой, в которой происходит развитие эм- 
брионов. Показано, что выживаемость за- 
мороженных в 10% глицирине эмбрионов 
культивированных в среде определенного 
состава содержащей инсулиноподобный 
фактор роста выше, нежели при исполь- 
зовании стандартного протокола с исполь- 
зованием комплексной среды и сыворотки 
[10]. Ретета В.М. и др. (2004) обнаружили 
достоверные различия в проценте резуль- 
тативных пересадок после замораживания 
в глицерине или этиленгликоле, показав, 
что последний более пригоден для замора- 
живания эмбрионов полученных ш уйго. 

В большинстве зарубежных лаборато- 


рий занимающихся производством эмбри- 
онов крупного рогатого скота существуют 
стандартные протоколы получения ш уйго 
зародышей различных стадий и их дли- 
тельного хранения. В нашей стране основ- 
ные работы в данном направлении прово- 
дились до 1991 года. Однако изменившие- 
ся в это время экономические условия при- 
вели к фактическому прекращению иссле- 
дований. В дальнейшем отдельные авторы 
делали попытки по совершенствованию 
данного метода, но они, как правило, не 
выходили за рамки определенной диссер- 
тационной темы и не ставили своей целью 
практическое внедрение технологии. 

В отделе биотехнологии Всероссийско- 
го Научно-исследовательского Институ- 
та животноводства в 2005 году начата ра- 
бота по отработке и усовершенствованию 
технологии экстракорпорального получе- 
ния зародышей крупного рогатого скота 
(ТУМЛУЕЛУС) и созданию банка эмбрио- 
нов высокопродуктивных и племенных ко- 
ров, а также эмбрионов от животных с не- 
установленным происхождением. 

Согласно протоколу ооцит-кумулюс- 
ные комплексы дозревают в модифициро- 
ванной среде ТСМ-199 с 10% ЕС$, содер- 
жащей 10 мкг/мл ФСГ и 1 мкг/ эстрадио- 
ла в течение 24 часов в условиях инкубато- 
ра при 5% СО, в воздухе и максимальной 
влажности. Для оплодотворения созрев- 
шие ооциты соинкубируются с, подготов- 
ленной методом 5\1т-ир спермой быков, в 
среде Еег-Тр в течение 18-20 часов. 

После совместного культивирования, 
отмытые от лишних сперматозоидов и ку- 
мулюсных клеток предполагаемые зиго- 
ты, переносятся на монослой клеток яйце- 
вода ( в присутствии ТСМ-199 с 10% ЕС$ 
) или в среду СВЛаа. Полученные на 7-8 
день эмбрионы замораживаются с исполь- 
зованием того же метода, что и для заро- 
дышей после суперовуляции. В качестве 
криопротектора используется 1,5 М рас- 
твор этиленгликоля. Эмбрионы из среды 
развития переносятся в раствор криопро- 
тектора на 5 минут. После этого произво- 
дится заправка в пайетты: центральный 
столбик длинной не более 1 сантиметра 
— раствор криопротектора с эмбрионами, 
с двух сторон ограниченный пузырьками 
(каждый длинной 5 мм с учетом сжатия 
после закрытия пробкой и в процессе ох- 
лаждения), ограничивающие столбики — 
среда ФСБ с сывороткой крови, — до пол- 
ного заполнения пайетты. Заправленные 
пайетты сначала охлаждаются над пара- 
ми азота, удерживанием их в области гор- 
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ловины сосуда Дьюара не более 5 минут. 
После этого помещаются в жидкий азот 
для длительного хранения. Процесс отта- 
ивания заключается в выдержке эмбрио- 
нов в течение 8-12 секунд при комнатной 
температуре (порядка 20° С), затем в водя- 
ной бане при 30° С в течение 10-12 секунд. 


ЗОММАКУ 


В настоящее время проводится работа по 
оценке эффективности данного способа. 
Однако предварительные данные на не- 
большом количестве эмбрионов показы- 
вают более 20% развитие до стадии реэк- 
спандированной бластоцисты после крат- 
ковременного культивирования. 


АИВои?В #г07еп-Фаууе@ ш уНго етЬгуо$ Вауе гезиНе@ т пе Би оЁ тапу Шои5ап@ оЁ погта! Веа у 
са[уез, И 15 езбабИ5Ней ШаЕ сисв етгуо$ аге шисВ шоге еп уе 10 йгее7т2 Фап т у1уо-епуе4 ешгуо5. 
Ргегпапсу га{ез зисВ ешгуо$ аге зепегаПу 1оууег вап ое героме4 Гог т утуо-4етуеа. ТВеге аге тапу 
уеЙ-доситеще@ Аегепсе$ а Ше шогрво!оз1са|, иМгазгасвга!, шеабоНс, Мосвеписа! 1еуе! Беууееп 
Ве {м0 саезоте$ оЁ етгуо5. СЫ? оЁ т уНго детуе4 Боуте ешргуо$ 4дерепа$ оп Шей: 4еуе]оршеш а! 
заре, сиНиге соп@ оп5 ап оп ргезепсе оЁ питегои5 Пра агор!е 5 ш Шей суюр!азт. 
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Институт проблем криобиологии и криомедицины НАН Украины 


КРИОКОНСЕРВИРОВАНИЕ ФИБРОБЛАСТОВ 
ЧЕЛОВЕКА В СРЕДЕ, НЕ СОДЕРЖАЩЕЙ 


КРИОПРОТЕКТОРОВ 


В деле сохранения генетических ре- 
сурсов млекопитающих и, в частности, 
человека, ключевую позицию занима- 
ет вопрос создания низкотемпературных 
банков хранения биологических объек- 
тов. Одной из базовых задач существо- 
вания банков является разработка опти- 
мальных способов низкотемпературного 
хранения клеток и тканей, что включает 
в себя, как раздел, отработку максималь- 
но щадящих сред криоконсервирования и 
сокращение манипуляций с материалом 
на этапе деконсервации [3]. 

В медицинской практике широкое 


применение в последние десятилетия при- 
обрели биотехнологические методы, и 
особенно клеточная терапия [5]. Создают- 
ся хранилища аутологичных крови, ство- 
ловых клеток, специализированных кле- 
ток, в частности, фибробластов и тд.[3, 6] 
Стратегия лечения может требовать не- 
однократного введения клеточного мате- 
риала, поэтому возникает необходимость 
в криоконсервировании. Для внутривен- 
ного введения не разрешены протекторы, 
стандартно используемые в криобиологи- 
ческой практике, что предполагает обя- 
зательное их удаление перед применени- 
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